Dosage du gossypol par chromatographie en phase liquide à haute performance, dans les dérivés des graines de cotonniers by Marquié, Catherine & Bourely, Jean
Retour au menu
C. Marquie, J. Bourély Coc Fib. Tmp .. 1991. vol. 46. fosc. I - 33 
Note technique 
Dosage du gossypol par chromatographie en phase liquide à 
haute performance~ dans les dérivés des graines de cotonniers 
C. l\.farqui6, J. B0urdy 
IRCT • ClRAD. B.P. 5035. 3..\ûE Montpelhi;r Ced~x '.. Franc,: 
Résumé 
Apres avoir rappelé les principa,es rné1!1octes d'analyse dL 
gossypol. les auteurs décrivert iJne méthode de dosage d,J 
gossypol libre, comoiné et totai dans les dérives ctes graine;, de 
cotonniers. par c11rornatograp11ie en phase liquide a l-..aJte 
pertar111ance rCLHPL 
Le gcssypo! libre est extrail. par !'acétonitr1le,1eau !50:50 : V V) 
et le gossypol combiné ou tciai par l'acide acétique glacia: à 
100 'C. Les so;u1ions dans l'acéton,trif,31eat. sontcl,romarograpl1iées 
par spectroméine U.V. à 254 rm, sJr colonne RP 18 avec wne 
phase monlle composée de 88 % d·acétonitnle et de 12 °,, d'ea1., 
acidifiée à pH 2,6 avec de l'aôd,3 phosphorique coricenmi 
Ensuite, estfa.i!e une étude détaillée des conditio,;s opèraio,res 
en comparaison avac les méthodes de référence de 1'AOCS. afin 
de justifier le protocole opératoire qui a été défini. Appt1quée à 
plusieurs échan!rl!ons de diverses origines, la méthoae AOCS 
cona1A toiJfG li':S à des résulta!s si.. perieJrs à ceux de la CLH P. Et.e 
fournit des résutats e:<agerés dans ctes êcl1ant1aons renfermant 
peu de gossypol. Elle évalue dl.: gossypol dans dès échanttdons 
q1,, n'e'.'l renf,Jrl""ler.t pas. 
Co'ltra.'emen: a ta CLHP, l'AOCS n'es~ oas spèôfique car 
i'!:lcélone aq1.JeJse •ntra!t. er p!c1s du gossypoi, des substances 
capaoles de réag,r aveG l'an:line et d'être dosees Gomme étant du 
go.ssypoi. L·Aocs ne p8ut ctonc pas è1re J!ilisee pour des 
èci1ar.t'!o:1s co'ltenant peu de gossyool. corr.me les dérives 
a1imantaires das graines de cotorn:ers glandless. Er. revanche. 
e,.'e coPviqnt :Jarfaitemerit pour ae.s écl1an1;:10:is ren1errnan~ des 
teneurs er gossypo: variant de l % à 2 ° ,. 
De par S9. sensibliité, :a méthode CLHP oroposee permet de 
doser ie gossypo1 à 1'etal de traces. Elle est applicable quelie que 
soit ,a teneur en gossypol de l'échantillo,;. 
MOTS,CLES; Cotonnier, Gossypiurn tannes. gossypoi, cl1rom<1tographîe. métt10de. 
Introduction 
Lè: gossypo lest un polypllénol toxique conknu dans les 
glandes à pigments de~ organes végétatifs des cotonniers 
de variéti::s classiques. De ce fait. l'huile is,;ue de [a 
trituration industrielle des graines doit être raffinée pour 
être rendue comestible. 
Les courreaux risiduels renferment encore du go.ssypot 
Ils sont essentiellement destine~ à l 'alimentaüon des 
animaux polygasrriques qui som beaucoup moins sensibles 
à la toxicité du go-,sypol que l'homme er ks animaux 
monogastrique5, 
L'absence de glande et de pigment toKique dans les 
graines des variétés glandless rend les farines issues de b 
trituration de ces graines. directement utilisables: dan,:; 
l'alimentation humaine. Elle confère aux cotonniers ,ans 
glande le doublè caractère de plante vlvri~re et textile. 
étant à la fois source d ·huile et de protéines alimentaire-; 
mais aussi de fibres te'.oeti!es. au mème titre que les 
cotonniers ordinaiœs. 
Dans 1 · optique d · une commercialisation prochaine des 
farines de graines de cotonniers glandles~. des contrôles 
très rigoureux ~ont nc:icec;saires pour c:iviter lès risque~ 
d'imoxkadon qui seraient encourus si e;:;:5 produits 
concenaient encore du go,;sypol. 
Par conséquenr. il esr indispen,;able de disposer d'une 
méthode ct·analyse précise et sensible pour détecter 
d'éventuelle, tra.:es de gossypol dans les dérivés 
alimernaîres des graint!s de cûtonniers, Tel est l "objet de la 
prisèote étude. 
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Rappel des principales méthodes de dosage du gossypol 
libre et total dans les graines 
lè gossypol existe dans fos graines sous deux formes : 
la fonne libre, <;olub!e dans l'acétone aqueuse et la fraction 
,;ombinée avec d'autres mol&ules comme Ia lysine. La 
somme du gossypol libre etdu gossypol combiné constitue 
le gossypül total. 
Méthode gravirnétrîque 
La méthode de P0DOLSKA1A ( t 94.(. J est basée: Sl.lr la 
réducüon. quantitative d'une solution alcaline d'oxyde de 
i;JJivre par le gossypol. Elle surévalue !es résultats, du fait 
que des substances réductriœ8 précipitent avec le gossypol. 
f\lîet]wd'es spccirnphotométrique1s 
Les méthodes spectroplwtométriques sont basées sur 
des rèactions colorées entre le gossypol et un. certain 
nombre d2: réactifs, le trichlorure d · antimoine (BOA Th'ER 
et al., 19441 et l'aniline, (L T,v1AN et al., 19.13: S1vIITH. 
19-16: PONS. 1957. l958: AOCS. l9M). 
les méthodes AOCS t American Oil Chemfats Society 1 
som reconnues comme étant dès méthodes de référence. 
Dosage du gassypol libre 
(méthode AOCS BA. 7.58, nfvhée 1969; 
Le gossypo1 Ifüre est e:xtrrut par l 'acetone aqueuse à 
70%, à température ambiante, pendant l heure. Après 
fütration dans mn.e fioiejaugée de 50 ml. des prises d'essai 
sont p-relevéas en doubles exemplaires. Le premier aliquot 
sen de témoin. On incube 1e second avec 2 m! d'aniline. 
deuxgounes dethim.1réeà l0%et1.megoutted'HO l,2 l'L 
au brun m1rie à 100a C. pourformeriecomple,éeHlii!.11ilino 
3ossyp0I,> j/liune orange. L'intensité de la couleur de cette 
solution {ramenée à :'.5 ml avec de l'alcod isopropyHque 
aquetJJx à 80 % 1 exprimée en d,.;nsité optique, est comparée 
il œlle de r extrait sans aniline. mesurée à 440 nm par 
·;pecrrophoromérri.e U.V. Le pourœnta6e et! gassypol dans 
l '.:ichant1llon e,;,t calculé en se reportant à une droite éta.lon.. 
établie avec dl.li gossypol pur. qui dorme les variations des 
tau:c dco gossypoî en. fonction Je la demi.té o{ltique. 
Dosage du gorsJ!p(];l total 
(méffwde A,OCS BA 8.55. corrigée 1964} 
L 'échIDtillon subit une hydrolyse pendant 6 het.rres à 
75 °C par 1Jne solt.1.ti.on azéotropique d'acide oxru.ique, 
d'eau et de mêthyl éthy1 cétone, pour faire passer le 
gos~ypol combiné sous forme libre. On ajoute ensuite une 
solution d'acétate de 1w.ryu.m iJGUr éliminer l'excès d · acide 
o:zalique. par précipitation d'oxalate de baryum. Après 
filtration. le volume de la solution est ramené à 100 ml avec 
de l'acétone aqueuse à 70%. L'analyse spectro-
photométrique, réalisée à partir de parties aliquotes de 
cette solution mère. est conduite de la mème manière que 
pour le gossypol libre, aux différences prè5 qu · on n · ajoute 
ni thiouree ni HCl et que la lecture. au. spectre.photomètre 
s'effectue à 44.2 nm. 
Méthodes chromatogrnphiques 
A des concentrations inférieures à 1 Oüppm, les analyses 
gravi.métriques et spectrophotométriques ne sont pas 
suffisamment sensibles pour quantifier le: gossypol (PONS. 
L976i, aussi dci.t-on faire appel aux méthodes 
chromatograptüques. 
Chromatographie sur couche mince (CCM) 
ParCCM. EL hfOCK.RASHY d970} separe et identifie 
plusieurs. pigments intraglandulaires des graines de 
cotonniers. La chromatographie sur couche mince est 
également utilisée par R,\JU et al. ( 1967 °l pour purifier 
de, dérivés sylilés du gossypol. avant leur analyse par 
chromatographie en phase gazeuse. 
Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 
La sy lilation du gossypoi par des réactifs trimétlly lsilylés 
stabilise la molécule èt la rend volatile, pennettant ainsi la 
chromatographie par CPG ŒAJU er al.. 1967; CH:\11 et 
al .. i 983). 
Chromatogmpilir: en phase liquide à haute pe;fonmmce 
(CUIP1 
D ·une façon générale le gossypol, extrait parun mélange 
plus ou moins polaire de solvants, est chromatographié à 
température ambiante sur une colonne apolaire C L8 en 
plrn.se inverse. Le gossypol est élué i5ocratiquement par 
une phase mobile polaire et détecté par spectrophotométrie 
Lv. 
L:~ tableau 1 résume les différentes mèthodes de dosage, 
Ie solvant d \,xrraction du gossypol et les caractéristiques 
d.e,s c:olonnes et Jes éluants utilisés. 
Hormis ia méthode très récemment publiée par HRON 
et al. (l 990), ies méthodes chromatographiques décrites 
dans la littérature ne permettent de doser le gossypol que 
sous une seule fom1e. libre ou totaL Cela nous a conduits 
à mettre au point une méthode capable de quantifier 
séparêment le go,sypol libre et le gossypo! combiné ou 
total. 
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Principales méthodes de dosage du gossypol. 
The main gossypol determination methods. 
Auteurs 
rnnnéei 
ABOU-D0J\.'1A. er ùL 
d98ti 
CHOI~·rt1l. 
, 19B2i 
MATLIN craf. 
Jt9i.+i 
MATUN etùl. 
11984) 
SATI A YASAI et ,1/ 
t l9::?..J.i 
MAHot,'EY et al. 
([985) 
SAMP A TH a at 
\ 1986: 
MATLL.\l" er i1l. 
! l9B7r 
CHAMKASEM 
i l'"i88J 
STIPANOVIC tJt .1/. 
119381 
HRON <Jful. 
d990, 
Soivant d·e·ztraction du 
gos-.ypol 
Ethanol 95 °ê/eau/dltrhyléther! 
ac ide acéti,:iue 
i 715!285C0üi02 1 
Acétone eau 
170/301 
Dichlorométhane 
Dichlorome:thane 
Benzène 
Hexane/acérate ct·e:thy1/ 
acide :icétk1ue 
( 500/500/l 1 
Acéronitri.le 
N.N diméthyl formamîJd 
eau 
12/! 1 
E thanol/eaui éther i 
acide acétique 
dW:!.4/l 7/0.2: 
3 amino l pmp;111ol/ 
acide acétique/ 
N,N dim.:rhyl fonnamide 
2/L0/88 
TABLEAU l 
Colonne 
11,mgm~ur :i;: Jiarn~tre, 
µ BünJapack 
Cl8 
1.31} cm x 3.9 ronu 
µ Bondapad: 
cm 
dl) cm ( 3.9 mm, 
Hypersil 
ODS 
, 12.S cm x--l-.5 mmi 
Forme amidè ,1\me 
sHiœ aminopropy! 
i 25 cm 1 45 mm 1 
i,. Bondapack 
CLB 
! 30 cm x 3.9 mm; 
µ Bond:ipack 
Cl8 
: 25 cm x -t5 mm 1 
Llcrosüp 
RPJS 
,25 .::m 14mm, 
Hypers\l 
ODS 
,25 cm x -U mni 
µ Bûndap,1ck 
ClS 
(30 cm x 3.9 mm·1 
LClS 
,.25 cm x --t6 mm1 
R?lS 
1 l5 cm x 3.0i mmi 
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Plus~ moblk 
,Jebitl 
Mdhanol/eau/acide phosphorique 
Longueur 
.fonde 
nm 
80/20/û. l _::54 
1'.'. ml/mn1 
Acide sulfonique-hèptane 0.2:•l :.54 
d.:-m:,;. le tétr:i.hydrnfurane/eau : 60/..[0 
1 l mlimn1 
Acironitrilè/eau/ 
acide acetique : 6!)/30/lû 
;,:; ml;~rm; 
Hexanejdid1\orom.:char.ej 
acetonittilei1soprnpanol : 
88/5/4/3 
,2:ml/mni 
Methano\te:1u 
adde acùique 
77/20/3 
1~ mlJmn, 
,\c~tonitrUeteau/ 
diméthy\ f,)nnamîdâ 
méthano\iacide acetique/ 
c1dde phosphorique 
551!.5!20(5(:J0.06 
, l ml/rnn ; 46 mm 
1 l.S ml/mn : 1-+ mm 
fv!ethanol/eau 
gr:idient 90 Cé à 95 c;_, 
,0,IS ml/mn, 
.-\cc-lonitrile/tamp0n 
phosph:ue O.ü l M pH 3 
82!lS 
,2ml,imn1 
TerrahyJrofurane/eau : 
61)/4!) plu~ tampon 
phosphate M pH 3.5: O.cJOt 
! l ml/mn1 
Erhan01/mithanol/isopropanol( 
.:-icetonitrile/eau/ 
aceta.e ,i • ethyl!dirnethyl 
fom1:1miJe/acide pho·,phorique : 
lti.7 /+.6/l:!.. l/20.2/37,4-/J.S/5, l! 
O.l I l.25 ml/mni 
Methano l/e;iu/ 
;idJe phosphorique ; 
33! 13!0. ! 
2.50 
270 
365 
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Figure 1 
Amandes de graines de cotonniers classiques 
Pavlikéni 
j Filtrat (50 ml) 
Dosage du gossypol 
libre 
CLHP 
Gossypo1 libre 
0.67 % 
Extraction du gossypol libre par 40 ml 
d'acétouitrile!eau {50i50). 2 heures. 
a température arabiante 
j Filtration 1 
Filtrat 
50ml 
) Résidu solide J 
20 ml d'acide 
acétique glacial 
JO min à 100° C. 
1 Filtration 1 
1 
Résidu 
solide 
Dosage du gossypol 
combiné 
CLHP 
Gossypol combiné 
0.62% 
Dosage du gossypol Ubre et du gossypoJ combiné. Protocole opératoire. 
Determination of free and combhwd gossypol. Proccdure. 
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Description de la métbode CLHP proposée 
Echantillons analysés 
Les échantillons analysés sont lès juivants : 
- amandes de graines de la variété bulgaœ Pavlikfoi 
(GossJpiwn hirsurum L! : 
- farine de graine-; glandless. préparée par l'IRCT. 
utilisée pour la réhabilitation nutritionnelle d'enfant,; 
malnutris par l' INSP. à Abidjan. dan-; lè cadre d · une étude 
financée par la CEE (INSP, l 936i; 
- farine de graines de cotonniers glandle:;s 
commercialisée par Milouot à Haïfa (lsraël} ; 
- farine glandlesc; d'origine wxane: 
- farine glandless de Côte d' {voire. obtenue en l 986 par 
ex.rraction directe à l"hexane au GERDOC. à PesjJC 
(Franœ): 
- cakes et cookies préparés dans notre laboratoire. dan-, 
lè'squels 20lê de farin!é! de blé ont été remplacés par de la 
farine d!é! coton glandles;; de Côte d'Ivoire: 
- biscuits extrudés. fabriqués en atelier piloti::. qui 
contiennent l 9% de f ariœ de coton glandbs dë Côte 
d'Ivoi.re : 
~ pains commaciali5és en Europe qui renfermtm de la 
farinè de grainès de cotonniers. Les proportions exactes 
des différents comtituams ne sont pas connue~ : 
- graines d · Hibiscus cr111nabin 11s L. 1. Malvacée 1 i kmoin 
,;ans go,;sypol ). 
Matériels utilisés 
Nous avons utilisé un chromatographt WATERS 
composé d · un comrôli::ur aucomatiqut do: gradients modèli:: 
680 raccordé à deux pompes modèle 510. uneco!onne RP 
TABLEAU2 
Dosage du gossypol par CLHP Choix de la prise d • essai 
d·échantiHon en fonction de la teneur escomptée en 
gossypol. 
IIPLC determinatio11 of free gossypol. Cltoice of test 
!.ample according to the expeeted gossypol content. 
Quantité de Prbe d'essai de 
gossypol escomptée matière première 
( ':'c madère sèd1t:: l ! gramme~ 1 
Gossypol libre 
Plus de L5 
LO à L,5 
0,5 à LO 
0.1 à(.),5 
0.05 à 0.L 
Moifü de 0.05 
Gossypol total 
Plus de l.5 
0,5 à 1.5 
0.1 à0,5 
0.05 à O. l 
Moins de 0.05 
0.2 
0.2 
0.3 
0,6 
2,0 
2,0 
û,I 
0.2 
0,6 
3.0 
-W 
18 ( 250 mm de longueur et 4 mm de diamètre interne. 
constituée de panicules de granulométrie 5 ~Lml et un 
spectrophotometre LC modèle cl-8 l. La phase mobile est 
constituèe de 8 8 i::'c d · acitonilrile et de l 2 °Ï: d'eau acidifiée 
à pH 2.6 avs::c de !"acide phosphorique: son débit d 'élution 
est de t ml/min, La longueur d'onde: pour la détection du 
gos-.ypol e,;t fi~ée à 25...j. nm. Les résultats sont enregistrés 
et calcults par un intégrateur SHIMADZV modèle CR3A. 
Protoco\e opératoire 
Choix de la prise d'esmi 
La pri5e d'es-.ai de lëchant\llon à doser est telle que \a 
quantité e;;comptée de go%ypol n · excêde pas 3 mg dafü 50 
ml de solution à an;J.lyjer : tableau 2 \, 
Extraction et dosage du gan11pol librc (flg.1) 
Un.: prisi:: d '.::ss;1i Je gossypo l pur et une de l's~chantillon 
à doser sont traitées pendant 2 heures, à température 
ambiante, par 40 ml du mélange acétonitrilè/eau (50/50: 
v /v J. Après filtration sur tampon de coton. les solutions 
sont ramenees à 50 ml dans une fiole jaugée .avec de 
!'acétonitri!eieau (50/50: v/v1. Ces solutions sont alors 
fütrée:; mr membrane Je 0,2 µm de porosité pui5 injectées 
dans le chromatographe ifig.21. 
Extraction et dosage du gassypol combi11é 
Apr2:s l 'exrraction Ju go,;sypol lîbre par le mélange 
acc!ronitrilek.:lu 150/50; v/vJ, les residus de filtration sont 
repris par 20 ml d'acide acbique à lO<YC durant lO mn. 
t 
1 
Figure 2 
Chromatogramme du gossypol libre dans un échantillon 
d'amandes de graines de cotonniers Pavlikèni. 
Cllromatography of free gossypol in a gample of 
"Pt1vliké11i" eottonseed kemels. 
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les ~xtrait.; acides sont filtrés sur tampon de coton et 
complétés à 50 ml avec de racétonitrile/eau (50/50: v/n. 
Le,; filtrats ::;ont ensuite filtrés sur membrane de 0.2 /!m 
de porosité el injectés dans le chrnmatographe. 
Afin d 'atœi.ndre !'équilibre de dissociation du gossypol 
acétique dans 1e solvant, il est nécessaire d'attendre au 
minimum 3 heures a,;ant d'injecter les sol litions: celles-ci 
pol!.ffilllt être préparées la vei.lle pour être inject~es lë 
lendemain. 
le protocole opêratoire suivi, appliqué à un échantHion 
de graines de cotonniers de la varièté Pavl.ikéni. est dècrit 
dans la figure L 
Extmcti.on et dosage du gm,gypol total 
Si r on désire doser directement le gossypol total, on 
procède de la manière suivante.Une prise d'essai finement 
broyée est hydroly.ss§e sous ,-.~fl.m[, durant lO mn. a1.li bain 
marie à tûO"'C par 20 ml d'acide acétique glacial. 
Parallèlement. deux prises d. ·essai.del' ordre de l à 2 mg de 
gossypol pur sont traitées de la mème façon. Les solutions 
som emuite fütrées sur tampon de coton dans des fioles 
ja1.1gées de 50 mL L:os ré,;i.dus solides sont lavés p1usi.eurs 
fois avec u:n mélange d.'acétonitrile/e:au 150/50: v/vî, Les 
filtrats sont complétés à 50 ml avec le mème solvant et 
i!gités. 
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Résultats 
Dans diat.1ue sériè d · analyses il est nécessaire d 'indure 
deux témoin.; de gos,;ypol pur de concentrations différentes 
afin d' eff ecmer l 'ètalonnage. A.près avoirchromatographié 
les échantillons et le,; solutions témoins préalabtement 
filtrés sur membraœ de 0,2 µm de porositè. l'intégrateur 
compare les surfaces des pics du gossypol témoi.n avec 
ceHes du pic du. gossypnl des êchantilions. l.Jn programme 
de l'intégrateur permet d'obtenir les résultats exprimés 
d.i.rectement en concentrations. 
Les résultats peuvent igal.ement être calculés de la 
maniè:re suivante. Soit : 
-n et T:2 1es quantités de gossypol pur ten mg; dans 
50 ml de 5olutlom témoins : 
-S l etS2 k:s surfaces respectives des pi.es correspondant 
au gossypol des solutions témoins t et 2 ~ 
- S la surface du pic de gossypol de l'échanûlion: 
- M (en mg!" la prise d'essai de l'échantillon: 
la teneur en go".Sypol pour cent grammes d • échantillon 
est donnée par la formule suivante: 
1 Tl+T'.! l X s X 100 
y-= 
,Sl+S2rx:vr 
Etude détamee des conditiom opératoires en 
comparaison avec les mèthodes: AOCS 
Gosssypol libre. OwiK du soi.vant d'extraction 
Comme solvant d'e'étraction du gossypoL 1e mélange 
èthanoVeau/éther f 57 /27 /l 7: v/v/vJ est utfüsé par Sl1:ITTH 
( l 9'16i, l'acétone aqueuse à 70% par PONS et GUTHRŒ 
(19-J.~h Ce 5olvant est repris par l' American OH 
Chemists · Society dans l:è:s méthodes offi.cidles BA 7.58 et 
BA.855. 
Dans un premier temps. nous avons utilisé l'acétone 
aque11se pour eKtnrire le gossypol libre (selon le protocole 
d'e 1 · AOCS l avant de le doser par CLHP. Le 
chromatogramme obtenu montre m.11 très grand pic. dù au 
solvant, qui masque celui du gossypol. Pour paUier cet 
inconvênient. r acètone et r eau sont évaporées à sec et 
l'extrait est repris par de l'acétonitrile/em.n (50/50: v/v) 
pufa injecte. Dans ces conditions, du fait que l'e3.trait sec 
renfew.e des lipides. la dissolution d.u go%ypol est très 
longue. voire même incomplète. ce qui nuit à la précision 
de la méthode. Aussi avons nous abandonné ce mélange de 
solvams au profit de ce\1.1i préconisé par A.BO U-DONIA et 
al. ( 19811. (éthanol/ eau/ éther/ adtlè acétique: 7 t5i285/ 
200/0.21. Ce solvant est plus efficace pour dissoudre le 
résidu i;;olide, mais entraîne le dédoublement du pic du 
gossypoL quand on attend plus de deux heures avant 
d'injecter la solution. 
Après r acétone. l' acétonitrile est le solvant dans lequel 
le gossypol est le plus stable rN011,,1EIR et al .• 1982). Nous 
avons dérnrminé que deux heures d'extraction avec 
racétonitrile/eau (50/50; vfvî suffisent pour mettre en 
solution 990é du go'>sypol li.lJre. En outre, aucun 
dêdou.blement de pic ne se produit au cours des 24 heures 
qui suivent ra prt!paration de !'échantillon ffig. 21. 
C est la raison pour laquelle. nous avons retenu 
!'aceronürile 1eau 150 150: "\.'!\'} ci:w,m.e sc,lvam pour 
l'extraction du gossypoi. 
Influence de la nature du solvant et de la durée 
d'extraction du gm;sypol libre 
La méthode A OCS utilise comme réactifl" aniline, avec 
laquelle d'autres substances que le go<;sypol sont réactives. 
pour donner une réaction colorèe qui surévalue le résultat. 
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Le solvant d'ex.traction doü ètn:: seleccif d,;-à-vis du 
gossypol. c·est-à-Jifè dissoudre b totaiik Ju gossypol à 
l'exclusion ,.rautfè5 composis pouvam sur~valuer b 
teneur en gossypol. 
A lïnverse. la CLHP est parfaitement sèkctive puisque 
le gossypol est identifié sous forme (.Ïun seul pic 
chromatographique dont la surface est çraponi,mneHe à la 
quantitê de gossypoL 
En faisant la différence entre lès ré,ultat.s dts deu,c;_ 
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méthc,Jes et en f;i\sant appel il différents cypes de solvants, 
nous pou,·ons juger si le solvantd.' ex.traction est sélectif ou 
pas. 
Pour rdah 5er cette etude, nous avons utilisé des amandes 
de graines de cotonnkrs de la variète classiqœ PavHkéni. 
tsfou~ ,r:on, comparé raciwnitrile/eau ,50/50: v/v\ et 
l'aceY:ine :1queuse 1 70C:~, avec de5 Jurè:e-., d'extraction 
"ariam de 30 mn Il-+ h 1tab!eau J,. 
TABLEAlJ 3 
Dosage du gossypol libre. Influence de la nature du solvant et diô la durée d'extrac\ion. 
Detennination of free gossypol. btflmmcc of the !Jpe of solve11t and the du ration of extraction. 
Durée Acdünîtril,::fea1u 
d'e'.<tracdon 50/50 
heures CLHP AOCS 
1 l1 i.!J 
l/.?. 1,09 !.03 
l l. !!} i.D8 
,! l. 1/j i.l: 
3 U6 LUs 
..j. 1.20 l.2-1. 
Moyenne 1.13 l. i3 
* ExtractùJn dugoHyp,,-,/ lilwe p11r !c md,111gc ,1cct,)n/rrii( 
eau /51Ji50: ,·:v) 
Lorsquè le gossypol èst e:ztrait par le mj(ange 
acétonitrilë/ëau r.50/50: v/vi et dosi par HPLC e;_ par 
1 · AOCS. les val•:!urs obtenues en uüfüam les deux mfth,)ties 
sont pratiquement identiques t tableau 3 ,. Cep,!rn:lam, pour 
des durees d'e\1raction variant cJe L!2 h il t h, L.1 CLHP 
donne dts teneurs en gos-sypol lihr~ kg~remem: superii::r..;res 
à cêlles del' AOCS. Au .Jdà de dè:u'\: h,tur2:; d'.::s.tract;on, 
L\üCS donœ ,ks rè-;ultats SU{),~riiurs à la CLHP. Li, 
diffàenœ entre lès vakurs obtenues 1',·e,; k-; .Jeu~ 
méthodes augment,; en fonction d,~ la duré,~ d\~·n:a:tion, 
tout en re.,tam très faible. 
Les moyennes des résultats des deœ( mit!i,:;Jz, ,Œ1-t 
comparables. Ce qui momre que. que!ie q'1"' -,,Jü: 1.a dur<è:e 
d,~ l'ex.traction, le mdange ac~wnimJe/eau n,c: i:!15-;o;;r pa,_; 
dè substance. amœ qui:: le go-,c;ypol, p0m·am -,c: c,)rr:binec 
avec l'aniline. 
Cependant, au ddi de 2 hètif6 J'ettracti,m. le: r:id:.inge 
acétonitnle/eau extrait de plu~ en plus de g,)ssyp,JI 
1 tableau 31. 
En effet unt partie du gu%ypol comt,ine se libère du 
compkx~ qu'il formt: a v<.::c ks prmdn,;s. du lmt de ! · action 
prolongèt: du mdange acewnitri!deau. qui rea!Lt, une 
vàitab[e hydro!ysc:. 
121-1 ! l 
-û,06 
-0.0~ 
1j,()l 
û.02 
i)J)6 
0,00 
.-:\cetone/èa~J 
70!31] 
CLHP AOCS :2,-di 
' !; t ~ ~ 
0.% i.(1~ 0.l-+ 
t\9t) UJ7 0.[7 
ü.90 l-1:. 0.22 
05'5 L 1.J 
" 1 ' 
• ~ t_ 
0~90 U-+ 0,2-t 
0.9\ LW û. l8 
De ,.>::tre .Jb:,ènation. ,.)Ji i'k'llt ,.;,,1,;dure (!lf • il ne faut pas 
p,Jur.sui~:re l~ t.1.Xt1\11 .... ti,:)n du ,:;,..1ssyp-: .... f lihre av~t~ 
l\h,"'2[1)1du·ile.c~~~lU (._) .. 0,50~· i·:1·J ûl! LlelJ. de dcU..'( Ju:ures. 
*-' EJ.,'f!'dctù,n -.lu ,5-,()ssyp~)i Ji{i,re üvec fe ,nrilûn;,; acét1Jn.e! 
f_;\l[I f --:-'(~ }{) -~ 
Poar [)O!l'c(Ù doser [XIT CLHP le go·,sypol e:,trait par 
î 'ac.~t,Jne :1qm~use. ,;e i•J!vant est évaporé à sec èt le réstdu 
c:sl repri: par 50 m1 Je mdange 1co::tcJnhrUe/eau !50/50; 
.'\J1 de\1 de JO mn d'e'ZtrJctî0::1. i-1 t~ne11r en g:os-,y-pol 
füK.:: s:,a:s~è: i):i.r CLHP ..i~meur,~ c,.mst~uite , tat<kau 3, 
Dor..:. lJ.'.l.;;c heure d't:.'ètracâon 9-ir l'a,:ù,)ne aqueu·,e es: 
brgemer:t sufrï.:;:1me pour as·mrer la compltte dbsolution 
d11 g~J~·5ypoL 
()n comtat::: que la m~thode AOCS donne wuj.:,urs des 
valèur; ;uperi.eurc:, 2t la CLHP. La diffèrtnce entre [ès 
resulnts augmente in fonction de h durèè ,:l'extraction. 
On peut diduiœ ,:J.e nos ob,ervaüons que, pour des 
durùs d ·extraction V'i!Tillt de L hl ..J. h. l ';icitone aqueuse 
e·ünit h ri\~m<= quamik de g,)ssyp,}l Ebn::. mai:; qu 'dîe 
eur:.ut ~galement d · autœs substan;::~s qui 5ünt dos~e,. par 
la m~tho.Je AOCS, comme èt:.mt du. gossypol. 
On remJ.rque d · :mtre part. en c,)mparant les ri5ult1ts 
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obtenus par CLH.P, que r acétonitrile/eau extrait plus de 
go,,sypolque l'acétone aqueuse (1.10% au lieu de 0.90%. 
pour deux heures d'extraction par eKemp1el. 
Ceci eKpliqœ quel' on obtienne pratiquement k; mêmes 
résultats lorsque le gossypol est ex.trait par l 'acétonitrile/ 
eau d'une part et par l'acétone aqueuse, d'autre part, puis 
dosé par la méthode AOCS. En effet, dam le premier cas. 
l'extraction du gosiiypol est plus importai,te tandis que 
dam le second cas 1 · acétone aq_ue use dissout, en même tant 
que le gossypo!, d'autres substances dosées comme étant 
du go<;sypoL En outre. on remarque que la CLHP donne 
toujours des r6s11ltats plus élevés lorsqllle on utilise 
l'acétonitrile/ eau comme solvant d'exrractiori au lieu d.e 
r a,.:étone aqueuse. Ces différences proviennent du fait 
qu'une partie du gossypol est détruite au cours de 
l'évaporation de racétone aqueuse. 
Ces réwltats montrent également que les méthodes 
CLHP et AOCS domumtdes résultats comparables lorsque 
l"icho11uillon re,iferme environ 1% de gossypol. 
Définition des modalités de E'anafyse du go:,;sypol 
combinè 
Choix d' rm réactif pour la àécomplcxafian du gossypol 
combiné 
Le gossypol se He par ses fonctions :'llldêhydes aux 
groupements run.ines des ré;;idus d'acides aminés des 
protéines et forme u11 complex.e macromoléculaire stable 
insoluble dans l'acétone aqueuse. lecl}lornforme etréther 
éthyliqw~. L'humidité est un facteur de combinaison du 
gossypol libre en provoquam l 'édatement des glandes à 
t 
: DENS1Ti::: iJl''TIQ!JE 
50 ,_ 
1 j 
1 / 
1/ 
!/ 
11 
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pigments ët en augmentant les interactions amino gmsypol. 
Une élévation de température favorise également la 
combinaison du gossypoL On peut supposerqu "il 1e produit 
un changement de confonnation des protéines laissant 
accessibles un plus grand nombre de sites NH.1 • susceptibles 
de se fixer au gossypol libre. ~ 
Pour dégagèr le gossypol du complexe qu ïI forme avec 
les protéine5. on pratique une hydrolyse par l'acide 
o x.alique ( AOCS, 196.\, l ou par l'acide acétique en présence 
d'un réactif Gomplexant comme le 3-amino 1-propano! 
rPONS, l9581. 
Dans notre m~thode, nous utilisons l'acide acétique 
glacial à lûO"C durant 10 min pour casser les liaisons 
ami.no gossypol et former un complexe gossypol-acide 
acétique stable dans te mélange acétonitrile/eau (50/50; 
v/'vi. 
Stabilité de la solutio11 Je gossypol après la dicomplexation 
Quand on traite du gossypol pur avec JO ml d'acide 
acétique à l ü(r'C pendant l O min et quel' on complète cette 
solution à 50 ml avec de l'acètonitrile pur. la solution de 
gossypot-acétique prend une coloration jaune fluorescente 
dont l'intensité se maintient au cours du temps. üne telle 
solution ne peut donc pas être analysée par 
spectrophotométrie ,fabsorption UV. 
Si 1 ·on chromatographie. toutes le5 L5 min. une solution 
de gossypol-acétique dans l'acétonitrile/eau (50/50: v/v), 
on observe jusqu'à J heures. une augmentation de 
l'absorbance avec le temps et une diminution de la 
coloration de la solution (fig. 3 J. 
48 
Evolution de la densité optique d'une solution de gossypol acétique dans l'acétonitrile/eau (50/50. v/v), obtenue à la 
suite du traitement de 2,5 mg de gossypo( pur par 20 mr d'acide acétique glacial à 100" C, durant 10 min. en fonction 
de la durée de conservation de la solution avant l'injection. 
Ew.1lution of the apiical d,msity of an acetic gossypol solution in acetouitrile/water ( 50/50, vlv) according to solution 
storage !imc, 1.5 mg pure gossypol was trcatal with 2() ml gladal acetic acid at 100 ., C for 10 miu, · 
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Au cours des 48 h qui suivent la préparation de 
l'échantillon. la concentration en gossypol,acètique esr 
relativement stable::. 
Par ailleur,;, si l'on analyse des solutions Je go-,sypol 
étalon, préparées par diluti.ons ;uccessive.; avec de 
l' acétonitrile/eau 150/50: v /v l d'une solution mèœ rè·mltant 
du traitement par l'acide acétique d'une quantité connue 
de gossypol pur. on remarque que la courbe tèprésentam la 
variation de la densüé optique en fonction de la 
concentration en gossypol. n'est p.:H linéaire. En èffrr. en 
présence d'eau. le gos.;ypol acétique se dissocie 5elon une 
rê:action équfübrèe qui nécessite une durée minimale de 3 
heures pour se stabiliser. L'addition ct·eau déplace 
! 'équilibre dans un sens qui tend à diminuer la quantité de 
gossypol acétique dosée. 
DENSITE OPT1QUE 
100 
50 
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Figure 4 
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Le traitement par l'acide acétique du go%ypol combiné 
est donc réalisable à condition que 1 · on ajoute del' eau dans 
le milieu réactionnel après l'extraction er quel 'on attende 
la duré~ nJœssaire pour arteindre l'équilibre de dissodation 
du gossypol acétique rau moins troi:; heures). 
Ces observations nous conduisent à pratiqua 
rtt:.i.1onnage de l'intégratèur. non pas avec des dilution5 
successives d'une m<:!me solution témoin de gossypol pur, 
mais par pesées directes de plusieurs prfaes d'essais de 
concentrations croissantes de goss.ypo! pur. L1 figure .j. 
montre que. dans ces conditions. la variation dc: ld dtmsité 
optique en fonction de la concentration du gossypol esr une 
fonction linéain~ et suit par conséquent la loi de Lambert 
Beer. 
3,0 
Variation de la densité optique, à 25.t nm, de solutions de goss,rpol acétique en fonction de leur concentration. 
Les solutions étalons sont préparées par traitement de 0.25 mg. 1.5 mg. L9 mg et 2,8 mg de go5~ypol pur par 20 ml d'acide 
acétique glacial à 100~ C pendant lO mo, puis complétées par 50 ml d'acétonitrile/eau (50150 : v!vi. 
Variati011 of the optical de11sity at 15-./, mn of aceric gossypol solutions according to their concentration. 
Tite standard solutions were prepared by the treatmcnt of 0.15 mg, 1.0 mg, I.5 mg, 1,9 mg and 1.8 mg of pure gu,s)'pol 1~·ith 
glacial acetic acid at lOW C for lO min and then to 50 ml with acetonitrilctwacer 15()150, v/111. 
Cinétique dë la décomplexation du gossypol combiné 
Pour étudier la cinétiquè dè la décomplex.ation du 
gossypol combiné, nous avons traité dès prises d'essai de 
l 00 mg d' aman dès de graine,; de cotonniers Pa vlikc! ni avec 
20 ml d'acide acétique à lOOTau bain marie. pendanr des 
ternp,; variables de 5. tO. 20. 30 min. L 2. el J heures. 
Les extraits étam chromatographiés trois h,2:ures apr~s 
leur pr<!paracion. le maximum d ',1bs;orbanœ est obtenu 
pour une duree de trairemern de 1 O min r fig. 5 ,. 
D'autre pan à partir de 30 min de traitement. on note sur 
les chromatogrammes la présenœ ( en proportions de plus 
en plus importantes\ d'autres pics qui ne sont pas 
atrribuabks au gossypol. Ce phénomène est dû à une 
dégradation du gos,;ypol et à la libération d · autres mo!ecuks 
qUè: le gossypol dans le milieu réactionnel. 
Retour au menu
-C - Cot. Fib. Trop .. 1991. vol. 46, fasc. l 
t 
) 
1 
1 
,-o 1 
.) ,-
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
j 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
DENSITE OPTIQUE 
Figure 5 
60 mn 2h 
TEMPS 
3h 
C. Marquié, J. Bouréty 
'Variation de Ja densité optique. à 254 nm, en fonction de la concentration en gossypol acétique de solutions obtenues 
après des temps variables d'hydrolyse de 100 mg d'amandes de graines de cotonniers Pavlikêni par 20 ml d'acide 
acétique à 100" C. 
Variation of the optical dem;ity at 254 mn accoràiug to the acetic gossypol cmlctmtratùm oftlw solutions obtained after 
diffenmt liydmlysis times.1()0 mg of "Pm,fikè11i" cottmzseed kemels were treated with 20 ml of acctic acid at 100° C. 
Par conséquent. JO min de traitement wffïse!!t pour 
extraire le gossypol combiné et cette décompkr:atio11 ne 
doit pas être prolongêe au-delà. 
Choix de la longueur d'o11de 
Lorsqu'on étudie la variation de l' absorbance: d'une 
solution de gossypoi acétique dans racétonitrile/eau (50/ 
50: v/v i. on observe une absorption maximale de la radiation 
U.V. à 275 nm ffig. 6). 
Cependant. pour doser le gossypol acétique. nous avons 
t 
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choisi d' lltiliser la longueur d" onde 25./. nm qui est 
egalement selectiomiée pour la détection du gossypol 
lfbre .. Cela permet. tout en bénéficiant d'une bonne 
sensibilité (t'i.g. 6). de ne pas modifier les paramètres du 
spectropllotomètre U,V. en cours d'analyse. 
Défi11itio11 de la phase mobile 
Le mé1ange acétonitrile/eau (50/50: v/v) présente 
1 · avantage d'être transparent à 254 nm et d'être composé 
des mêmes constituants que le solvant d'extraction du 
gossypol. 
Variation de la densité optique d;unf; soiution de gossypol acétique (obtenue à la suite du traitement de 2 mg de 
gossypol pur par 20 m! d'acide acétique selon les modalités décrites dans le texte) en fonction de la longueur d'onde. 
Vmiafion of the optical density of an acelic gossypol solutiou according to the wai•e lengtlt. 2 mg of pure gossypol was 
treated with 20 ml of acetic acid usi11g the procetlure described in the Jext; 
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Afin de définir les proportions du m~lange permetrnnt 
la meilleure séparation du gossypol, nous arnn,, fait varier 
les proportions d ·acétonitrile et d'eau. acidifiée au pH 2.6 
par de l'acide orthopho5phorique. a,ec un débit d'dution 
de 1 ml par minute. Nous arnns chromatographk un 
extrait obrenu après traitement à l(HYC. d'amandes de 
graines de cotonniers Pav likéni par r acide acétique t fig. Ti. 
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Temps de rétenîlOn (mrn 
Chromatogramme du gossypol total d'un échantillon 
d'amandes de graines de cotonniers Pavlikèni. Les 
modalités d'anaJyse chromatographique sont décrites 
dans le texte. 
CTtromatogram of total gossypof in a sample of 
"Pavlikéni" cotto,,seed kemels lreatul 1ui11g the 
proced11re described in the text. 
Nous con·,taton-:, que le mé{,:mg2 act!ro11itri1!!:eau 88?:: 
permet la mei!letwe séparation du pic de gœ;sypol. avec un 
temps de rétention inférieur à 6. Par conséquent. cerre 
compositfon du 111éla11ge soh·il11f a été retame. 
Mi.se en évidence. dans les dérivés des graines de 
cotonniers, de substances capables de reagir avec 
l'aniline (fig. 8) 
N"ous avou,, cherché à mettrè en evidence, dans des 
amandes d,füpidées de graines de cotonniers â glandes, des 
substances. autres que 1e gossypol. capables de réagir avec 
l'aniline et d'interfêrer. par conséquent. lon du do~age 
colorimétrique par 1a mithode AOCS. 
Pour réaliser œrre ~xpùienœ, un échantillon subit une 
e.\:rraction du go.;sypol libœ par l \1cétoœ aqueuse à 70 ,::;; , 
Le résidu de filtration est repris par de réthanol à 80 ~ 
1 V /V l Sèlon [e schéma décrie dans la figure 8. Après 
filtration. h solmion akoollque est c:ompktée à 50 ml et on 
dose à nouveau le gossypol libre par CLHP er par la 
méthode AOCS. la CLHPnè décèle pas de gos,;ypo!. alors 
que la méthode AOCS donne la valeur de 0.09 c;,- 1 t'ig. 8 L 
Ce résultat correspond en fait au'( sub;;tanœs, autres qœ le 
Cot. Ffü. Trop .. l 991, vol. -1-6. fasc. l - +3 
gossypol 1ibre. extractibles par l'éthanol à 80 !,ë 1v/vJ. qui 
possèdent des groupements fonctionnels réagissant avec 
l'aniline. 
Parmi ces composés. solubh:5 dans l't:::thanol à 80 %. 
certains sont mis en évidenœ par SIMO 1 198 Ti et identifié; 
par TCHIEGANG ( l989i. comme étant de5 acide.; 
phénoliques er des flavonoïdes 01ydés en quinones. 
Nos observations rejoignent celles de NOMErR er .il .. 
119821 et de BELL et al. 11977; qui constatent que la 
méthode AOCS surévalue les résultai,;. surtout lorsque les 
échantillons renferment peu de gos,;ypol. 
Etude comparée des résultats des méthodes CLHP et 
AOCS (tableau -'l 
Gossypol libre 
Il nüus a semblé intàessant de comparer les résultats 
obtenus avec les deux methodes CLHP et AOCS I tableau ..J-1. 
Appliquée â des biscuits. de~ cookies. des cake-; et du 
pain renfermant de là farine glandless. la CL HP ne dêtecte 
pas de gossypol libre, ::dor, que b méthode AOCS donne 
0.û02 Cf. la même valeur que dans le5 _graines d'Hlbim1s 
cam1i1bim1s qui sont totalement dépourvues de gossypol 
<tableau -1- l. 
Lorsyue l'on dose le gossypol libre par la méthode 
AOCS, on obtiem des résultats aberrants pour les 
ühamfüvfü qui renfènnent peu Je go55ypol. et on trouve 
du gossypol dans des échantillons qui n'en contiennent 
pas. Qudk que soit la concentration en gossypo\ libre de 
l'échantillon. la methode AOCS donne de-; valeurs plus 
ilevèe~ que la CLHP. 
On constate également que la variation des rémltats 
entre !a CLHP et r AOCS est d'autant plus importmte que 
la quantité de gos5ypol est grand,:: [tableau -k (~Hl 1j. 
En outre. le rarport entre les vakurs obtenues par la 
méthode AOCS et par CLHP 121/1 li est d'amant plus 
faible que la quantité de go,;sypol est importante. 
Afin de c:omparer !es methode, CLHP et AOCS sur Jes 
écbamiUûfü contenant Jes quantites importantes de 
gossypol. nous avons réalisé l' expérienc:e sui vante 
itableau 51. 
A plusieurs pri,,es d'es~ai d'un mème échantillon de 
farine Je graines de cotonniers de la variété d.1%ique 
Pavlikeni nou,; avons ajvuté Je,, quantités croissantes de 
go,.,ypol pur. Le gossypol libre est ensuite ex.trait par 
r acétonitrile/eau ( 50/50: ,,;fv; puis dosé successivement 
par CU-IP et par la méthode AOC5. 
Par CLHP, pour la gamme de concentration étudiéè qui 
est de l.29 c-;:- â 2,97 lé de gossypol libre. fa différence entre 
!es valeurs c::dculùs et trouv~es n · exc::ède pas 0.04 1~, 
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CLI-IP 
0.10% 
Figure 8 
1 Filtrat 1 
Amandes délipidées de graines de cotonniers 
Pavlikéni 
Acétone aqueuse à 70 % 
i 1 Izeure a température ambiante i 
j Filtration 1 
1 Résidu solide 1 
Dosage du gossypol libre: 
Et/zanol 80 % (vlv j 
I heure à 
température 
ambiante 
AOCS 
0.34 % 
1 Filtration ! 
1 1 
1 Filtrat 1 1 Résidu solide 1 
1 Dosage du gossypol libre 
.------'-----, 
CLHP 
0,00% 
AOCS 
0.09 % 
Dosage du gossypol libre. Mise en évidence, dans une farine de graines de cotonniers, de substances autres que le 
gossypol, capables de réagir avec l'aniline et d 1interférer lors du dosage par la méthode AOCS. 
Denwnstration of the presence in cottonseed meal of substances otlter tlta11 gossypol able to react with aniline and 
intmfere witlt AOCS mctfwd detenninatifm. 
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TABLEAU 4 
Dosage du gossypol. Comparaison des méthodes CLHP et AOCS 1rèsuha1S exprimés % matières sèche 1. 
Gossypol determinati011, Comp01ison of the IIPLC and A.OCS methods. 
CLHP AOCS 
Gossypol en <:è madère .;èche Gossypol en C:.· nutière ,èche 
libre combm~ total l1bœ corobm~ total 12Hlt 121/1 ll 
di r2J 
Amandes de 
graines de 0,992 0.293 U.85 l.187 ü.183 l.370 0.195 U9 
cotonniers (21 
classique,; 
Farine de 
graines de 
cmonniers N.D. N.D. N.D. 0.01BJ N.D. 
glandless 
(lNSPl 
Farine Je 
graines de 0.001 0.0052 0.006 0.005 0.lJ65 û.û70 û.004 5.00 
cotonniers 
ilsraëli 
Farine de 
graines de 0.01 l 0.004 0.015 0.043 0,!)17 0.06 IJ.OJJ 3,91 
cotonniers 
(Texasi 
Farine de 
graines de 
cotonniers 0.006 0.002 0.008 0.022 0.008 0.IBO 0.016 3.66 
glandless 
(GERDOCJ 
Cook.les N.D. 0.003 O.Oü3 0.002 0.025 0.027 
Cakes KD. 0.0002 0,0002 0.002 0.018 0.0.!0 
Biscuits N.D. 0.015 0.0[5 0.002 0,041 0.0-U 
extrudés 
Pains à 
la farine N.D. 0,018 û.013 0.002 0.07[ ü.073 
de coton 
Graines 
d 'Hibiscus N.D. KD. ND. 0.00.! 0.016 0,01::.s 
cannabilms 
Les taux Je gos,;ypol .-:ombi11è ,ùnt déterminé, par c.ikul : 
N.D.= non dc:tecté, 
TABLEAU 5 
Dosage du gossypol libre. Comparaîson entre les méthodes CLHP et AOCS après aJout de quantités croissantes de 
gossypol pur (résultats exprimés en % de matière sèche 1. 
Detennitwtion of free gossypol. Comparison of the HPLC and AOCS metftods after the addition of increasing amounts 
of pure gossypol. 
Gossypol CLHP AOCS 
pur ajouté 
ien % de Valeur l Valeur 2 Différence Valeur l Valeur 2 Différence 
matière sèche J expérimentale cakulée entre h:s expérimentale! calculée entre Je.s 
vJ!eurs valeurs 
2 et l 2 et l 
0 L.29 l.29 0.00 us l.18 0.00 
0,085 1.33 U7 ü.04 1.25 1.27 0,02 
0,190 L../6 l.48 û.02 l.35 U7 û.02 
0.750 2.02 2.04 OJJ2 l.37 l.93 0,06 
l.640 2.97 2.93 0.04 .2A.3 2.82 O .. N 
Retour au menu
-i6 - C(lt Fit. Trop .• 1991. V•')L -16. fasc. 1 
Avec la méthode .Si.OCS, de même qu'avec laCLHPon 
n · observe pas de grandes variations entre les valeurs 
e:'Zpèrimentales et les valeurs calculées lorsque les teneurs 
en goss:n_:iol varientde U8 % à 1,87 %. Par contre, l'écart 
est important i 0.39 % r quand la teneur calculée en gossypoI 
atteint 2.82 % . 
L' A.OCS peut donc être utilisée polir analyser des 
ich,:mrilfons conte11ant 1 à 2% environ de gas:sypol libre. 
ce qui correspond à la teneur en gossypol des dérivés: de 
graine·; de cotonniers des variétés classiques. 
E111 revanche. la Cllf P pe11t être mise en œurre quelle 
que soit la teneiw en go,sypol de l'échantillon. 
-- ·--------
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Gossypol total 
De même que pour le gossypal libre. on constate que les 
résultats obtenus pour le gossypol total avec la méthode 
AOCS sont toujollG supérieurs à ceux donnés par CLHP. 
L · ecart est d · autant plus im9ortant que la concentrati.on de 
! 'échanti!Ion en gossypol est faible (tableau 4). 
L · application de la méthode AOCS. à un échantillon de 
graines d' Hibiscus cannabinus. dépounm de gossypol, 
conduit à 0.018 l'é de gossypol total. 
Conclusion 
Contrairement à îa CLHP. les métltodes AOCS ne sont 
pas spécifiques. E11 effet. elles mettent en jeu. comme 
solvant d'extraction. l'acétone aqueuse qui dissout. en 
plus du gossypol. un certain nombre de substances qui 
réagissent avec l "aniline et sont comptées comme étant du 
gossypol. Ce phé.nc,mène qui a pour con.sêquence de 
surévaluer !es résultats. est d'autant plus imponant que la 
conœnrration de l'échantillon en gossypol est faible. 
r-Jou·, avons mon.trt que ces méthode;; ne conviermern: 
pas pour analyser avic précision le gossypo! libre et total 
dans 1·% dérivès des graines de cotonniers lorsque les 
échantillons œnferment peu de gossypol ou des teneurs 
supérieures à 2%. EUes peuvent cependant être utilisées 
pour une gamme de concentrations allant de I à 1 % de 
gossypoL 
Compte tenu de <,a spécificité et de sa précision, la 
méthode CLHP que now, proposons ici est utilisable quelle 
que soit la concentration en gossypol de l'échantillon. 
Du fait de sa limite très basse de detection, elle permet 
de doser le gossypol à l'état de traces. De plus, gràce à sa 
rapidité de mise en œuvre. elle peut 6tre utilisëe pour 
rëaliser des analyses d~ routine. 
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Technical note 
Determination of gossypol in cotton seed derivatives by means 
of high performance liquid chromatography 
C. Marquii and J. Bourély 
Summary 
After a reminder af the pr1nc,pal me!l1ods used ,:. gossypol 
anaiys1s, tne autllOrs describe a methOd of dGterm•nation of lree 
combined and total gossypol by high perlor>nan,:0 hqulct 
chromatograp11y (HPLCL 
Free gossypol is exlracted by acetonitrire-water {50,SG. vrv.i 
and cornDined orlotal gossypol by glacîai acet1c add ai 1 OO''C. The 
solutions in acetonitrife-water are subjected ro chrama!ag'aphy 
us,ng UV spectrophctomBtry at 254 nm on an RP 18 coh.lmn with 
a mobile ptlase consisting of 88% acetonilrile and 12% water 
acidified to 2.6 pH w;1t1 concentrated phosphoric acid. 
This ,s fo!lowed by a deta:1ed study oi the operating conaitions 
in comparison with lhe AOCS methods to justify the procecure 
described. Applied ta several samples of vanous ongins. lh8 
AOCS rnethoa a:ways giv,~s 11:giier f:gllres thar. HPLC. lt gives 
e)(aggerated res.Jlts for sampfes w'l,cn contair. :'itt/e gossypol. lt 
detects gossyool ln sarnples Wl~ich do pot cor.tmn any, 
Urlike HPLG. AOCS 1s not speclfic sirce aqueous acetone 
ex.tracts . ,'1 additiD.'l to gossypoi - Sl:bstar.ces wh!ch are capabie 
o! rea,:11 ng witr. ani1,ne and w11ich may be Mter:rnned as gossypol. 
The AOCS mo,thod ca:inot therefore oe used for samples wnicn 
contain ::itil3 gossypol. such as lhe food der'vaUves of gfand[ess 
cottor seeds. liowever. the method is suitable for sarnples witr. 1 % 
to 2"\, gossypoi cor.lents. 
The sensitivity of lne HPLG IT'etilca prcposec/ e·1ab!e-S the 
rneasure!T'e'lt of traces o1 gassypoL lt can be app,.ed wnatever u,e 
gossypoi ,;errent of füe samp,e. 
KEY WORDS: conon plant Gossypium. meal, gassypaL ct;romatog~aphy. met11od 
Introduction 
Gossypol is a to:dc polypht::no! pr,~sem in the pigment 
glands of the vegetadve organs of the classic varieties of 
cotton plants. As a result. the oil produœd by rhe industrial 
pressing of the Sèeds mu ~r be rdined to ma...1;:e it edibk, The 
re'>idual cake still comains gossypol. Cake is mainly used 
as feed for polygastric anim,1I.s. which are much Jess 
sensitive to gossypol tox.icity ùun man and monogastric 
animais. 
The absence of the gland and the toxic pigment in 
glandless varieties makes the meal resulting from the 
pressing of the seeds of glandle-i~ cotton direcdy usable in 
human diet This makes gfandless Cotton plants a source of 
both tex.tik and food. producing oil and food protein 
together with tex.tile fibnis Hke to those produced from 
oTdinary varkties. 
\Vith a view ro the sak of glandkss Cûtton meal in the 
near future. very strict control is necessary to prevem the 
risk:; of poisoning tlrnt \:;,ould be nm if rhe producrs were 
still to comain gossypoL Consequently. an accurate. 
sens iri" e mèthod o fanal ys is is required ro detect any traces 
of gossypol in the food derivatives of cotton seeds. This is 
the purpose of the pre5ent srudy. 
Reminder of the main methods used to determine 
free and total gossypol in seeds 
Seeds contain two forms of gossypol: the free form 
soluble inaqueous acetone and the fraction combined with 
other compounds ~uch as lysine. TI1e total gossypol content 
is the sum of the free and .::ombined gossypo l. 
The gravirnetrîc method 
Podobkaia ·s method( L 94+1 i5 basedonthequantitative 
reductfon of an aikaline copper oxide solution by gossypol. 
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111eresults are over-estimated since füe reducing substances 
are precipitated wifü the gossypoL 
Spccirophotometric methoo:fa 
Spectrophotometric metlmds are based1 on the coloured 
reactions between gossypol and a tmmber of œagents: 
antimony trich!oride (BOATI\.'ER et al.. l944) and aniline 
{L YivUN et al.. 19.:1-3: S:~ITTH. t946: PONS. t 957, 1958: 
AOCS. l964l. 
The AOCS I American Oil Chemists • Societyi- met110ds 
ar::: rncognised as being reference metltod!s. 
Determi1latfon offrce g0:;,s5pol (AOCS metllod BA. 7.58, 
r.-1visctf in 1969} 
Free gossypol is extracted. by aqueous aœtone 70% for 
l hoar at ambknt temperature. Pairs of test sampks are 
talœ afo-=r filtration in. a 50 ml volumetric flask. The füst 
aHquot is 115ed as a coritro!. The second is incubated wifü 
2 ml aniline. nvo drops of thiourea l0% and one drop of 
HCl 1.2 Nin a water bath at l 00°C to forma yellow-ornnge 
··,111nüino gossypoi'' comple,~. The intensity of the colour 
of this solution (taken. to 25 ml with aque:Jus isopropylic 
ali::ohol 80% \ e:tpre:;sed as optical density is compared to 
that of the ex tract without aniline measured at 440 nm by 
UV spectrophotometry. The percentage of gossypoI in the 
sampte is calculated by using a standard. li.ne plotted using 
pure g,JssypoL whicll gives the variations in the gossypol 
level according to the optical density, 
Detennination of total gossypol (A.OCS metltod BA 8.55, 
cmrected in 1964) 
The sample is hyclrolysed at 75°C for 6 hours using an 
azeotrnpic mixture of o:;;.alic acid. water and methyl ethyl 
ketone to release the combin.ed forrn of gossypol. Barium 
acetate solution is then addetl to eliminate excess oxalix 
acid by precipiting barium oxalate. After filtration, the 
solution i5 taken to 100 ml witll aqueous acetone 70%. 
Spectrophotometric analysis of aliquots of tlüs solution is 
perfonned as for free gossypol. except that n.either thiurea 
C. Marquié. J. Bourély 
nor HCl is added and the spectrophotometer reading i.s 
performed at 4.:/,2 nm. 
Chromatographie methods 
Gravimetric and spectrophotometric analyses are not 
accurate enough to quantify gossypo l at concentrations of 
less than 100 ppm (Pons, 1967) and chromatography must 
be used. 
Thin layer cl!romatography (TLC) 
EL NOCKRASHY (1970! used TLC to separate and 
identirj seNtral intragland pigments frnm cotton seeds. 
Thin layer chromatography ,vas also used by R,s\115 et al. 
{ l %Ti to purify tri.methybi.lyl derivatives of gossypol 
before gas chromatography. 
Gas chromatography fGC! 
Silylation of gossypol · by trimethyisilyl derivatives 
stabilises it and makes it volatile and usable in gas 
chromatography tRAJU er aL 1967; CH:\.1'<.J et al.. 1983 }. 
Iligh peifonnance liquid chromatography {HPLC) 
Go,;sypol. exrracti::d by a more or le5,5 polar miKture of 
sol vents, is generally quantified at ambient tempernture on 
a C [ 3 non-polar column in inverse phase. Gossypol is 
eluted isocratically by a polar mobile phase and detected 
by UV spectrophotometry. 
Table l shows the different determination methods, the 
gossypol extraction solvent. colun:m characteristics and 
the eiuents used, 
Except for the method published recently by BRON et 
al. ( 1990}, the chromatography methods described in the 
literature can only detem1ine gossypol in. a si.ngfo form -
free or total. This led us to designing a method for the 
separate detern1ination of free gossypol and combined or 
total gossypol. 
Description of the HPLC method proposed. 
The samples analysed 
The follmving samples ,vere analysed: 
~ kerne!s of ,eeds of the Bulgari.an variety Pavlikéni 
iGossypium hirsutvm L.}; 
-g!andless couonseed meal prepared by IRCT and used 
for the nuni tiona! rehabilitation of c hildren SJJfferi.ng from 
malnutrition by L"\J"SP in. Abidjan within tl1e framework of 
an EC-financed smdy !IliSP. 1986): 
- glandless cottonseed meal sold by Milouot. Haifa 
Elsraeli: 
- T ex.m glandles& cottonseed. meal: 
-glandless meal from Côte d'Ivoire obtained in t 986 by 
direct hexane extraction by GERDOC. Pessac (France); 
- calœs and biscuits pre13ared in our laboratory and in 
which 20o/c of the '..•.:heat flour was replaced by glandless 
cottonseed meal from Côte d'Ivoire: 
- extruded biscuits manufactured in a pilot worksltop 
and containing l 9% glandless cottonseed meal from Côte 
d'Ivoire; 
- bread sold in Europe containing cottonseed meal. The 
exact proportions of the various ingredients are not known; 
- lf ibiscus cannabinus L. (Malvaceael leaves 
(gossypol-free controll. 
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Material used 
A Warers chromatograpllconsisting of a 680 auwmaüc 
gradient contro ller connected co two 5 tO pumps. an RP t 8 
column ( L 250 mm, ID ...J. mm with 5 pm parricks) :md a 
..J-81 LC spt'!ctrophotomerer. The mobik phase cofüisteJ of 
88% acetonitri.le and l 2c;c water acidifü:d to pH 2.6 \:vith 
phosphori.cacid. Thedutionrari:v,·as 1 m]fminandgossypol 
,vas detected at 25..\, nm. The results were œcorded :md 
computed by a Shimadzu CR3A inœgrator. 
Procedure 
Test sample 
.Sample ,ize for analysh ,v,% such ;1s the am•)Unt of 
gossypolex.pected did note'ZœeJ} mg in50 mlof solution 
to be analysed 1Tab[e 2i. 
Extraction and determination of frce gossypol (Fig. 1 i 
A sample of pure go,;sypol and a test sample were 
proœssed for 2 hours at ambi.ent temperature '" ith -1.0 mi tJ t' 
aœtonitri1e/waier mî.,mue 150/50. v/v !. Aftertï.ltraüon ün 
cotton. the solutions were tnade up to 50 ml wüh aœcor.itrile! 
water 150/50, vfv lin a vo!umetric flask. The solutions were 
then fi.ltered on a 0.2 µm membrane and injected in the 
chromatograph ,Figure 21. 
Extraction a11d derennillation of combined gossypol 
After rhe extraction of free gossypol by the acetonitrilè! 
v-iater 150/50. v /v l. thè filtration residues were resuspended 
in 20 ml o( acetk add at lOO'C for IO min. The acid 
ex.tracts \Vere îiltèted on cotton and made up to 50 ml with 
acetonitrile/\vater t 50/50. v/v). The fi.ltrates v .. en:: then 
filtered on a 0.2 µm membrane and injected in the 
chromatograph. 
To achieve balanœd dissociation of aœtic gossypo1 in 
the solvent. a wait of at lèast 3 hours i-; required befort:: the 
injtction of the solmions: thé' latter can be prepaœd the day 
before injection. 
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The proœdure applied ro asamp!e of·Padikeni' cotton 
seed is shown in Figure L 
Extraction and determiuation üf total gor;sypol 
The following method is used for direct determination 
of tor:11 gos;ypoL 
A fmdy gwund lèst sample is hydrotysèd under reflux 
for 10 min in a water bath at lOû"C by ;.0 ml of glacial 
aœtk: acid. Simultaneously. two l to 2 mg test samples of 
pure gossypof are tœatèJ in the samt: way. The solutions 
are men filtered on cotton 1n 50 ml volumetric t1asks. The 
sülid re~idue.;; are wJshed several ti.m,~s with aœtonitrik/ 
water, 50!50. v /v ;. The fil rrates are made up to 50 mi ,vith 
the same sotvent and agiraœd. 
Results 
f,;,,o contm1 -,ample~ of pure gossypo1 at differe::nt 
concentrations must be included in each series of analyses 
for c:üibmtiün purposes. After chromatography of the 
fürered, 0.2 µm tnèmbnme i samptes andcontrol solutions, 
the integrator ..::ompare.;; the pea.1.: areas of the contrnl 
gos-,ypol and the sampks. An inœgratorprogramgives the 
refült5 a5 cüncentratiùns. 
Thè re:sults ,:an aho be,:alculak:d as follm•,;s, giving the 
gossypol content per lOOg of sampk: 
::·= -------
tS1+S21x_M 
in which: 
- TL and T2 are the quantitie::s of pure gos-,ypol i in mg, 
in 50 ml of control solutions: 
- S l andS2 are the rèspective peé1kareas of the gossypol 
in comrol solutions ! ;.ind 2: 
- S i~ the peak area ûf the gossypo\ in the sample: 
- M, in mgi is the test sample. 
Oetailed study of the procedure in comparison with the AOCS methods 
Free gossypoL Choice of eïtractio11 s-olrent 
An ethanol/v,:arer/erher mLuuœ I S7 /27J 17. v/v/v I was 
used as gossypol extraction soh ent by Sh,UT1-{ ( L 9-1-6 i and 
aqueous acetone 70(::'c \vas used by PONS and GUTHRIE 
( 19-1-9 /, This sol vent was taken over by the Am.~rican Oil 
Chemists' Society foruse in the official method~ BA. 7 .58 
and BA 8.55, 
Wi: first used aqueous acerone to exrract free gossypol 
(Using rhe AOCS proœduri:J beforè HPLC determination, 
The chromarogram obtained displays an extremely large 
peak. caused by the solvem. which masks the gossypol 
peak. To overcome this prnblem. the:: acetoœ and water aœ 
evaporated to drynes-, and the ex.tract resuspended in 
aci:ronitrile/\vater 150/50. v/vi and injected. l'nder the5e 
conditions. since the dry èX.tuct comain.s lipid5 the 
dissohing of go:;sypol take:; a Iong time and i.;; even 
incomplek:, v,;hich affects the accuracy of the method. We 
therdore discarded this solvent mh:wre for that 
recommended by ABOU-DON1A e: ,1/. 1 1931) iethanol! 
watèr/.:ther/aœtic add. 715/}85/:!.00i0.21. This solvent is 
more effective in dissolving the solid re;idue but œsulting 
in the dividing in two of the gos,;ypol peak if one waits 
more than two hours before injecting the solutîon. 
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Aitel[ acetone, acetonitrile is the sclvent in which 
gos~ypol 1s most stable (NŒvŒIR et al .. !98'.::). We 
de;œrmined tlrnr two hours of extraction with acetmütri!e/ 
watero 50/50. v /v} is sufficientto put 99% of free gossypa l 
into 5olmion. In addition. no spfüting offüe peak occurred 
for 2.:/ heurs afterfüepreparationofthe sdution CFigur~ :.1. 
?,.:,r thh reason. aceton.itri.le/v,ater (50/50, v(v) wa;; 
chosen as a so!vent for gossypoI e;étraction. 
lnflueucc of the nature oftlw salv~!'lt and the dr2;ati1m of 
the extractùm offrae gos::;ypol 
_-.\.nihne is used as a reagent in the AOCS m~thod: 
subst,mces other than gossypol l!ave a colou.rnd reaction 
wifü aniline vdlich exaggerates the result. The e:~traction 
,obent must be ,ele:=frve for gossypoL i.e. itmust dissolve 
an tb.e g.-.,ssypo1 andnm the other compounds ,vhi::h might 
t::',agg~rate th::: apparent gossypo! content. 
HPLC is perfectly sele:ctive since gossypol is i.denüfüod. 
as a singla chromatogr!'lphic peak: whose area is proportional 
to the quanttty of gossypol. 
Comparison of the di.fference between the resu!ts of the 
two methods and use of different types of sol vem can shmu 
whether the ex.traction solvent is sel,;;ctive or not. 
Investigation w·as camed. out usi.n.g seetl frnm. the dassic 
cotton variety 'Pa v Iikérni'. A.cetonitri1e/v.;ater ( 50/50. v/v J 
and. aqueous aœton,:; 70!!é were compared. v,iit.h extraction 
timers ranging from 30 min to 4 h (Table 3 1. 
* Extraction ~vfree g,nsypol by acetonitriiefwater 
t50 150. ·,·h·j 
Ttte n::sults of gossypol assay by HPLC and the A.OCS 
method after extraction by aœtonüriJ.e/water (50/50. v/v l 
are almost identica! /.Table 3t However, \,;,ith extraction 
times of 30 min to l h, HPLC gave slightly higher gossypol 
c,:mtenh than the A.OCS method. The AOCS methodgave 
higher g,nsypoI contents than HPLC v:,;hen e:étraction was 
contirrned for 2 h or more. The difference betv,een th;:: 
vah.icos ,)btained \.vith füe tvvo mefüods i11creased according 
w the duration of :c:,étraction. but remained slight 
The avernges of the results of the two metho.ds are 
comparable. This <;bmvs füat whatever the durntion of 
extraction. the acewnitriie/;:vatermixruredoes notdissalve 
any ·mbsrnnce other than gossypo! wlüch can combine 
wiù1 aniline. 
Ho'-'·e,er, th,~ acetonitrikhvater mixrure extracts an 
increasing amoum of gossypol after over 2 hmm; of 
extraction r Table 3 i. A proportion oftlle combinedgossypol 
is relea,ed from the protein-gcssypol comple:: when 
:mbjected to the pro!onged effect of füe a:::etonitrile/"vater 
mix.ture whic:h operntes hydroly~is. 
Tm; observation leads to con.cluding tllat the extraction 
of free go·,sypol 1Jy acetonitriJe/water (50/50. v/v I should 
not be conti1.11J1ed. for more tharn two hours. 
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"' Extraction offree gossypol i-rith acetone!water ( 70!301 
nu):wre 
To perform HPl.C determination of the gossypol 
extracted by aqueous aœtone, the sol vent fa evaporated to 
dryness and the resi.due re~m;pended in 50 ml of acetonitrile/ 
water mixture (50/50, v/vl. The free gossypol content 
assayed by HPLC remains constant when extraction 
,.::ontinues for ,)ver JO min l Table 3 ). One hourof extraction 
by aqueous acetone is thus suf'ficient for the cornplcote 
di,solving of the gossypol. 
ît can be seen that the AOCS. method always gives 
higher values than HPLC The divergence between the 
resu.lts increases according to the extraction time. [t can be 
conduded frnm our ,Jbservations that with ,~xtraction 
tim~s of l to -i h. aqueous acetone e)~tracts the same amount 
of Cree gossypol but also extracts mher substances which 
are determi.ned as gossypol by the AOCS method. 
Compati.son of the HPLC results also shows that 
acetonitrile/water mixture ex.tracts more gossypol than 
aque,Jus aœtone ( l. to% against O. 90% l during a 2-hour 
extraction ptc:riod, for e)!'_ample. 
This ex.plains why practically the same results are 
obtained when gossypol is extracted by acetonitrile/\vater 
and by aqueous acetone and then assayed using the AOCS 
merhod. [vlore gossyp,:A is extracted in the first case, while 
in the second th,~ aqueous aœtone simultaneously dissolves 
subitances othi;.r than gossypol. It has also been ob-,erved 
that HPLC alv.iays gives higher resu!ts when acetonitrile/ 
;vater is used a., an extraction solventrather than aqueous 
acetone. These difforences result from the destruction of 
part of the gossypol during evaporation of the aqueous 
acerone. 
The se results also show that HPLC and AOCS methods 
give comparable results when t:he sample contains about 
t Cc gossypol. 
Procedure for the analysis of combined gossypol 
Choice of reagentforthe hydrolysis of combiued gossspol 
Go·;;;ypol is b,mnd by its aldehydes to the amine groups 
of protein amino acid residues and forms a stable 
macromolecular compiex ,vhich is insoluble in aqueous 
acetone, chlorofomtand ethyl ether. Mobture is a factor in 
the combination iJf free gossypol by buming the pigment 
glands and by increasing amino goc;s.ypol interactions. An 
inctea'5e in temperature a]so enhances gossypol 
combination. It can be assumed that there i:s a change in the 
;tructure of the proteins. leaving more NH: sites available 
,.vhich rnay become fi~œd to free gossypoL 
Hydrolysis using oxalic acid iAOCS, 1964 J or acetic 
acid in the presence of a cllelating œagent such as 3-amîno 
1-propanol (PONS.1958 i is used to free the gossypol from 
the complex fom1ed with proteins. 
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rn our metl10d. glacial aœric acid i, u,ed Jr uxrc for 1 û 
min to breal:. the amino gossypol bond,- and form J stable 
gossypol-aec:tic acid comple.<:.. in the acetonitrile-water 
mixture (50/50. v/v,. 
Stability of the gossypol solulion after det:omposition of 
the complcx 
When pure go.:;~ypol is tœated '.vith 20 ml ofacetk acict 
at l00°C for 10 min. and this solution is made up w 50 ml 
,virh pure aœton.irrilè. the a.œtk goss:ypo1 solution rums 
tluorescènt yeHo,,,; wi.th persistënt intensity. [t is therefore 
not possible to analy~e suc ha solution usin:; CV absorption 
spectrophotometr;. 
An increJse in .:ibsorption wirh rime Jnd .1 decœase :n 
the colour of the solution will therefore bec ob·,~rveJ over 
a 3-hour period if chromatography is apphed e" ery L5 min 
to an acetic gossypol solution ln aœtonitrile/\.vater ( 50/50. 
v/v 1 !Figure 31. 
TI1e acetic gossypol solution œmains rë\atively ,table 
for -48 l10urs after preparation of the samrk, In addition, 
analysis of standard go,;sypo! solutiofü prepar;:!d by 
succes5ive dilutions ,vith acetonitrilc:fv,;ater i 50/50. v ('; 1 of 
a mother solution resuldng from the trc:atmint a kn,Nn 
quantity of pure gossypol ,vi.th aœci.c acid gi,,-.% a non-\ ineJ.r 
curve of the variation in optical Jensity a,:cüfding tü the 
gossypol concemrarfon. [ndeed. aœtic go:;sypo! bœalc; 
down in v,ater \n a balanœd reaction whi;;h œquires at 
lëast 3 hour;.; to become s1abfü,ed. The a<l..:Htion of vvatèr 
shifts the balance in a direction which tends LO rduce th<e 
amount of Jcetic gossypol dekrrnined. 
Acetic acid trc!atment of combined g,}ssypol is thus 
possible on condition thar \Vater i,; added to the reaction 
mixtun:: after ex.traction and that the preparation is left for 
suffici.::m time to attain aceric go~5ypol btèak-,:l.own 
equilibrium rat !east 3 hours i. 
We ù1eœfore do not calibrate the integraror ,:,,ith 
successive dilutions of the s:;ame control solution of puœ 
gossypol but by diœcr ddermlnati0n of ,èw:ral kst ,;:unples 
of increasing conc1::ntracions of pure gos,ypol. Fig11re -J. 
shows rhat under these condition:; the variation of oprk::tl 
density a..::cording to tl1;:! gos..;ypol conœntntion is 1 line:ir 
function and therâore follows Lambert Beer·s lavv. 
Kinetics of tlœ decompoûtion of combined gossypol 
Test ~amples of lOO mg of ·Pavhkénï cottûn seed 
kemeb were treared ""tith 20 ml of J.cetic acid at t(J(r'C in 
a wata bath for 5. lO. 20. 30. 60. 120 and i80 min. The 
exrracts ,,vere subkcted w chmmaiography 3 l10urs afrnr 
preparation. Maximum ab~orption \vas ob.;èrved for the 
sample treared for LO min rFigure 5 ,. 
h was also found that in a samplè which had beèn 
subjected to over 30 min of treatmenr tlle chromawgrams 
displayed other pc:aks I of varying area) whicll could nm bi:: 
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attribmed to gossypol. Thi'> was caused by the: de gradation 
of g0ssypol and the rekase of other mokcules into the 
reaction mèdium. 
ln v1ew ofthis. LO min oftœatment is ~ufficient for the 
ex.rraction of ;::omb'ined go5sypol. Di::composition should 
not be ;;ontinued for a longer period of timè. 
Cfwice of wave fe11gtl1 
Srudy of the absorption variation of an aœtk go;sypol 
solution in ace::mnitrile!w~Hen 50/50. v/Vl show:; maximum 
absûrpEi•1n of UV radiation at 2 75 nm i Figure 61. 
Ho,vever, it v.as cho~tr. tü determine:: aœtic gossypol ;U 
25..J. nm. the wave length aho u·;ed for the detection of free 
gossyp0L TI1is consen.'es good ·;ensitivity !Figure 6 i withom 
modification üf the UV spèctrvphowmeter r~rrameter•; 
during :1m!y ,i'>. 
De}înitùm of the mobile phase 
The :i.cetonitril!v,::1tc;r :nixture , 50/50. v/v I bas the 
adi, ;1mage of being trnnsp'.lr;~nt at 25.:/. nm: it has the s,1me 
,:onsütuenn :1s the g•'..lssypol extraction solvent. The 
pr•::>pm:.wns werè detïned by varying the proportùJns of 
acet,:initriL: ;1nd w~uer aciditïed to pH 2.6 wüh 
,)rth;)pho-sph,Jri;~ acld wich :in dutiC>n rate ùf l ml/min, An 
~,::ra;X of ·PJ1.:li1:énl' cotton sed kernd:;. prepared by 
acc::tk add rreatment at lOO'C v.;as ;:;1'.romatographed 
lt 'Nas found that an 3S/l2 acet0nitrileiwater mixture 
ga, e the be,t ,~paration of tl,e gos~ypol peak with a 
retemion cime of kss than 6 mm. This solvem mixture 
solvent was therefore cho~en. 
The detcction in cotton <;eed of substances capable of 
reacting with aniline !Figure 81 
It was soughr tü detect in pre,;sed kernels of glanded 
CNWn substances other rhan gossypol which reacted with 
.01r.ihne and whkh would therefore interfere v,ith the 
colorimi::nic analysis ül' the AOCS method. 
For the expe::riment, free go,sypol \vas s::xtracœd from a 
sarr:ple fyy aquèous :icetone 71}:-;:,, The filtration residue 
was r,.;suspended in ethanol soc;_,, v/v 1 as ~hown in Figure 
8. After filtration. the alcohol solution was made uµ to 50 
ml and the fœe go,;sypol was dets::rminèd again by HPLC 
and the AOCS m•;thod. No gossypol was detected by 
HPLC. v,,herea:; the AOCS method 5howèd 0.090: iFigure 
8;. This figure in fact œpresems substances other rhan free 
gossypol which are èxtractabls:: by eth::mol 80':'é q:/v i and 
possess functional groups ,vhich react with aniline. 
The pœsence of '>Offië: of these compound.; was 
demonsrrated by S IMO I l 98 7 t and identified by 
TCHIEGANG 119891 as phenoHc acids and t1avonoids 
oxidhed into quinones. 
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Our obsenatiom agree with those of Nürv1EIR et o.l. 
i_l9:32;andBELLetal. ( i 9771'wboobserved thaHhe A.OCS 
method overestimat;.:;:; results. especblly when the samples 
o.::ontain fütle gossypoL 
c~mpamtive s:tudl.y of me Fesuifü; of HPLC m:llrli the 
A.OCS mefüodl (fa.hie 4l 
[t appeared interestirrg to comî)a.re the results cbtained 
by HPlC and the AOCS metllodl (Table ~-J. HPLC analysis 
of ,jry biscuits. cool:ies. cakes an.d bread containing 
glandliess cotton&eed meal did not reveal any gossypol. 
vd1ereas the AOCS method gave 0.002%. füe same valœ 
foun.d in se::d of Hibiscus cmmabim,s which cotJttain no 
gos~ypot at all 1_Tabk -+). 
'Ji:h~n free gossypol is determined using the AOCS 
methf}d. the results are inaccurate for ,;amples containing 
small lmounts üf gossypol and gossypol. is found in 
sampk.5 v:;hkh do n1.ot contain m:iy. The AOCS mèthüd 
giv~·~ \üghervalue;; than IWLC. wlrn.teverthefree gossypol 
concemration in the ;;ample. [t ,vas also fo1.md that the 
-difl'~renœ in AOCS and HPLC results increased with Ille 
amoum ,:::.f gos5ypol (Table 4: î),'i- - (1). 1n addition. the ratio 
,Jf .-\.OCS: resuhs to HPLC re~ults (li!( !,i decreased as the 
amount of gossypol increasëd. 
îhe foUowing ex.periment was canied oJJt to compare 
HPLC and the A.OCS methoà! in the analy,;ù, cf <;amples 
c,Jntaining large quantities of gossypoR ff aMe 5). In.creasing 
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amounts ol' pure gossypol Ivere added to several test 
;;amples from the same sample of cottonseed meal prepared 
using the classic "Pavlikénf variety. The free gossypol 
,ua~ then extracted by acetonitrile/water (50/50, v/v) and 
then determined using HPLC and the AOCS method 
suc::::essi vely. 
In the free g0-ssypo1 concentration range l.29% to 
2.97%: studied. the difference between the calcuiated and 
HPLC values did not exceed 0.0"1.c'c. '\Yith the AOCS 
method - as wi.th HPLC - the difference betvieen 
experimental and calculated values ~.vas srnall for l. l 8% to 
l.37% go:;sypol coments. Ho\vever. the deviation was 
substanüal (0.39S:- i 'Nhen the calculated gossypol content 
attained 2.82''.';;. 
The AOCS method can therefore be used to analyse: 
samples containing approximately l to 2% free gossypol. 
Thi,:; corresponds to the gossypoi contents of deri vatives of 
,;eeds of classk cotton varieties. [n contrast. HPLC can be 
used for any go.:;sypol content in a sample. 
Total gas.,ypol 
.-\5 for free gossypol, it v;,,as fmmd that the results 
obtained using the AOCS methods were higherfüan HPLC 
results in aU ,;ases. The difference increased as the gossypol 
conœntration in the sample decreased (Table 4 J. 
Application of the AOCS method to a sample of 
gossypol-free Hibiscus cannabinus 5eeds gave a 0.018% 
go,;sypol content. 
Conclusion 
Unfüœ HPlC, the AOCS methods are not specifü::. The 
solve111t 1.Hed is aqueous acetone, which fflt only dissoives 
gossyp0l bl.ht also a number of substanees which react with 
rui.iline and are co1.mted as gossypot This leads to 
ov:;r-estimation ol' the results. e,:;peciaHy when the sample 
contanns a small gossypol concentration. 
'..Ve lrn,,e showri tha:t füese methods are not suitable for 
the accmate analysis offree and total gossypol in cottonst:;ed 
derivatives when the samples contain little or over 2% 
gossypoI. Tliey can œvertheless be usèd for a t to 2% 
gossypol range. 
Because of ifs specificit:y and accuracy. the HPLC 
method propo,;ed here can be used for any gos.sypol 
concentration in a sample. Its very Iovv detection threshold 
~nables the d~tmnination of traces of gossypol and its 
rapidity means füat it can be appUed in routine analyses. 
Retour au menu
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Dosificaciôn del gossipol~ mediante la cromatografîa en fase liquida de altas 
cualidades técnicas, en los derivados de las semillas del algodonero 
C. Marqui~ y J. Bûurély 
Resumen 
Después de recordar CLiâl,3s so'l los prircipales cné:odos de 
anâlisis de, go;;sipol. las a1., tores describen ,~l rné!odo ceaos?icacién 
del gossipol libre. ccrnb,:iado y total er. los darivad,)s de lss 
sernîllas del a.godonero mediante la HP!.L 
El goss:pol librn es e,~raido rnediante ei acero1itrilo.agua 150 1 
50; viv) y ei gossipol cGmbinaco o tot:11 -11eaiar1te e: acido acètco 
giacial a 1ûD'G En el ace1on,tn,o.1agc1a las soluc:cMs so1 
cromatografladas DO' espectro:œne:rfa UV a 254 m11 an L·13. 
col..imna RP 1i3 con una tas(, m6vil cornpJesia por el BiF, de 
acetonitrilo y de! 1 :2°·~ de agua acidificada de pH 2.6 con âcido 
fosfôrico co!Îcentrado. 
Luego se l1ace un estudio cornp9.rat,vo detallado de ·as 
condiciones del experlmemo y de los metodos de relere-1cia del 
AOCS con el fin de justificar el protocolo ae, experimen:o que 1a 
s1do delinido. El método AOCS, aplîcado a va•ias mues~ras de 
O( gen0,3 d1ferw1tes. '5iernpre da resul'.ados ,c,L;;Jer:ores a los del 
metodo I-IPLC. Da re:,ultados e:<age-aco:, en 1as rnuestras que 
con'.ienen poco goss pcl y evalua a éste en m,.estras que no 
ccmie1,;,r g•JssipoL 
Ad ferencia del l10CS. e1 HPLC f'O es espec1fico ;JUesto q,.ie 
la acetona extrae. ademas del gossipol. s11stanc-as caoace:5 de 
r0accbr a• ccr an, 1na y de ser dcsificadas :::0110 si fueran gossipol. 
Por lo tanio, no se at.ed3 Jtilizar el AOGS en m:.1es~ras que 
c,)ntieren poco gos;::;ipol. como por ejernplo los aerivados 
alirrr:r1fü::1cs de las serrillas de algodon0ros s n glànc1..'a. En 
camblc. es pertectarnen:e adeci..ado para as iruestras cuyo 
contenido de gossipo var(,;t en'.re 1 y 2°.,. 
Por su se1sioilidad. el rretcdo HPLC perrnlte dcaificar ,31 
gassipol al estado de lluella5. Ademàs. se p.Jede aplcarcua:q.Jiera 
que se,1 e. con:enida de goss.pol de 1a rr,i..estra. 
PALABRAS CLAVE: a!godo:1ero. l1aMas. gossipol. cromatografia. rnètodo, 
